



















































































domain  (CRD)  (1–3).  The  triple‐helical  collagen  region  gives  rise  to  a homotrimeric  subunit, which 
undergoes  further oligomerization via N‐terminal  cysteine‐rich  region  forming multimers  (4). Their 
affinities toward different microbes vary depending on their degree of oligomerization as well as the 
density  of  ligands  available  on  the microbial  surface  (5).  Being  C‐type  lectins,  collectins  primarily 
















Airborne  fungal  spores  constitute  major  pulmonary  pathogens  in  the  immunocompromised 
individuals.  Fungal  cells  are  endowed with  a  cell  wall  composed  of  different  polysaccharides,  the 
composition of which varies depending on the fungal species (13). Based on the inhibition assays, SP‐
D  is  suggested  to  interact  with  carbohydrate  moieties  (pathogen‐associated  molecular  patterns 
(PAMPs))  on  fungal  pathogen  surfaces  through  its  CRD  (1,  6).  Various  polysaccharides  have  been 
proposed for SP‐D binding, as their monomeric units, such as mannose, maltose, or glucose, could 




Aspergillus  fumigatus  is  the  most  ubiquitous  airborne  human  fungal  pathogen,  which  causes 
aspergilloma,  allergic  bronchopulmonary  aspergillosis  in  immunocompetent  individuals,  and  life‐
threatening invasive aspergillosis in immunocompromised individuals (20). SP‐D has been shown to 
bind to A. fumigatus conidia (14); however, the interacting fungal components are unknown. Here, 
we  show  that  SP‐D  binds  to A.  fumigatus  dormant  conidial  surface melanin  pigment  through  its 
collagen‐like domain and two other cell‐wall polysaccharides of A. fumigatus, galactomannan (GM) 
and galactosaminogalactan (GAG), via its CRD. Opsonization by SP‐D facilitated conidial phagocytosis 
by  human  monocyte‐derived  macrophages  and  stimulated  the  secretion  of  proinflammatory 













130.81),  the  optimum  binding  was  observed  around  pH  6.0.  We  were,  however,  interested  in 
examining the binding pattern of SP‐D, for which we used an immunolabeling technique. SP‐D bound 
to dormant conidia in a punctate manner, whereas binding was uniform on germinating conidia (Fig. 












































Human  monocyte‐derived  macrophages  (MDMs)  phagocytosed  significantly  higher  numbers  of 
conidia opsonized with SP‐D compared with un‐opsonized conidia (Fig. 4A). Preincubation of SP‐D with 
melanin  followed  by  conidial  opsonization  resulted  in  a  significant  decrease  in  the  conidial 
phagocytosis. MTT assay was also carried out to evaluate the number of rhSP‐D–opsonized conidia 
phagocytosed  by  MDMs.  Similar  to  SP‐D,  rhSP‐D  also  opsonized  conidia  and  facilitated  their 
phagocytosis,  as  confirmed  by  flow‐cytometric  analysis  and  immunolabeling  assay  (Fig.  S4). 





the  human  immune  system  (30,  31). We  evaluated  the  ROS  quenching  property  of melanin.  Un‐
opsonized  melanin  ghost  reduced  ROS  production  by  MDMs  (Fig.  4C),  whereas  SP‐D–opsonized 
melanin ghosts resulted  in an  increase  in the ROS production by MDMs. Similarly, SP‐D–opsonized 
conidia caused an increase in the ROS production by MDMs compared with control MDMs (Fig. 4D). 
Un‐opsonized conidia also resulted in an increase in the ROS produced compared with control MDMs. 
It  should  be  noted  that  we  used  metabolically  active  conidia  unlike  melanin  ghost  preparation. 






































rhSP‐D,  the  immunostimulation  was  significantly  higher  than  the  corresponding  counterpart 
challenged  with  un‐opsonized  melanin  ghost  (Fig.  6B).  The  cytokine  levels  in  lung  homogenates 
showed a pattern (Fig. 6C) similar to that observed with the transcripts (Fig. 6B). Together, our results 










the surface melanin‐rodlet  layers  in dormant conidia  (28, 29), and GAG, which  is only  synthesized 
during  germination  (27).  The binding  of GM or GAG  to  SP‐D  is mediated  by  its  CRD  in  a  calcium‐
dependent manner,  whereas melanin  binding  is  through  the  collagen‐like  domain  of  SP‐D  that  is 
independent of calcium. There exists a layer of superficial rodlets and an underlying melanin layer on 
the  dormant A.  fumigatus  conidial  surface  (28,  29,  34,  35);  however,  in  places  this melanin  layer 
protrudes out of  the  rodlet  layer and hence  there  is  the punctate binding pattern of  SP‐D on  the 
dormant  conidial  surface.  During  germination,  these  rodlet  and  melanin  layers  are  destroyed, 
exposing the cell‐wall polysaccharides, including GAG and GM, resulting in a uniform binding of SP‐D.  
 
SP‐D  is present  in  the bronchoalveolar  lavage fluid  (36). One of  the functions attributed to  it  is  its 
ability to opsonize airborne pathogens thus facilitating their phagocytosis. In our study, SP‐D efficiently 
opsonized A. fumigatus conidia. It is interesting to note that not only SP‐D but rhSP‐D containing only 
a  part  of  collage‐like  domain  could  also  opsonize  conidia.  A  truncated  SP‐D  containing  only  two 






lungs  where  they  are  encountered  by  the  alveolar  macrophages,  which  are  responsible  for  the 
intracellular  killing  of  the  pathogen  and  the  release  of  proinflammatory  cytokines  to  recruit 
neutrophils (38). A number of in vitro and in vivo studies have been carried out to exploit the cytokine 
profile of the immune cells in response to A. fumigatus conidia; however, they were performed in the 
immunocompetency or  in  the absence of  immune factors. To examine the  inflammatory response 
brought  about  by  only  SP‐D, we  assessed  the  production  of  inflammatory  cytokines  from  human 
MDMs made  to  interact with  SP‐D–opsonized  conidia.  The  cytokine  in MDMs  incubated with  un‐

















melanin  interaction  likely  promotes  SP‐D  binding  to  the  calreticulin/CD91,  thus  stimulating  the 










The  immune  response  was  not  completely  abolished  in  SP‐D−/−  mice  exposed  to  conidia/melanin 
ghost, indicating that other humoral immune components exist that might be able to bind melanin. 
However,  it  was  shown  earlier  that  SP‐D–deficient  mice  demonstrated  higher  mortality  due  to 
pulmonary  aspergillosis  compared  with  immunocompetent  mice  (40).  In  an  immunosuppressed 
model,  SP‐D−/−  mice  died  earlier  compared  with  WT  mice  upon  intranasal  challenging  with  A. 
fumigatus conidia (after 2 days, 43% for SP‐D−/− mice compared with 20% for WT mice), although the 
overall  mortality  on  day  7  was  similar  in  both  SP‐D−/−  and  WT  mice  (57  and  60%,  respectively). 
Manipulation  of  immune  responses  in  the  lungs  augments  antifungal  immunity  (41),  and 












fumigatus  conidial  surface melanin,  inhibiting ROS quenching capacity of melanin,  consequentially 
augmenting immune responses.  
 
TNF‐α  is  up‐regulated  in  the  invasive  aspergillosis  (IA)  murine  model  (44),  and  TNF‐α  treatment 
protects mice from IA (45). In our study, there was a significant reduction in the TNF‐α in SP‐D−/− mouse 






was  not  affected  in  IL‐6‐deficient  mice,  the  fungicidal  activity  of  the  recruited  phagocytes  was 
significantly impaired (47). This indicates the importance of this cytokine in activating the recruited 
phagocytes  into  the  fungicidal  state,  and  we  did  see  an  induction  in  the  IL‐6  secreted  by  the 
macrophages upon interaction with SP‐D–opsonized conidia. IL‐8, a chemoattractant for neutrophils, 
was  induced  in  dendritic  cells  in  response  to  heat‐killed  (48)  as  well  as  swollen/germinating  A. 
fumigatus  conidia  (28). However,  it was unknown whether the same observation could be seen  in 
macrophages.  We  observed  IL‐8  production  by  the  human  MDMs  upon  interaction  with  SP‐D–
opsonized conidia. IL‐12 enhances the antifungal activity of monocytes via a γ‐interferon independent 
pathway  (49).  We  found  an  up‐regulation  of  MDM  il‐12  with  rhSP‐D–opsonized  conidia  at  early 




the  host  immune  defense  by  shielding  the  cell‐wall  PAMPs,  inhibiting  the  acidification  of 
phagolysosome and detoxifying  reactive oxygen species  (50–52). However, a  recent  study showed 
that A.  fumigatus  conidia  activates platelets  at  least partially  through  conidial  surface melanin,  as 
extracted melanin ghosts also showed platelet‐activating capacity (53). In this study, we have shown 




to  SP‐D,  there  are  other  soluble mediators  of  the  innate  immune  system  (including  complement 
system, MBL, pentraxin, and other collectins), playing an individual or complementary role in clearing 
inhaled A. fumigatus conidia. However, a significantly decreased immune response in the absence of 
SP‐D  indicates  that  SP‐D  plays  an  important  role  against  A.  fumigatus,  suggesting  possible 






The A.  fumigatus  clinical  isolate  CBS144‐89 was  used  as  the wildtype  strain  (28).  The  isolate was 
maintained on 2% malt agar slants at ambient temperature. Conidia were harvested from 12‐ to 15‐
day‐old slants using 0.05% Tween/water, washed, resuspended in Tween/water, and filtered through 
40‐μm  FalconTM  cell  strainer  (Thermo  Fisher  Scientific).  Germinating  conidia  were  prepared  by 





































GM,  GAG,  chitin,  RodAp,  and melanin  ghosts  were  purified  or  prepared  from  conidia/mycelia  as 
described  earlier  (27–29,  56,  57).  β(1,3)‐Glucan  and  α(1,3)‐glucan  were  isolated  from  the  alkali‐





























Committee,  Institut  Pasteur  (convention  12/EFS/023).  The  peripheral  blood  mononuclear  cells 
(PBMCs) were  isolated by a density‐gradient separation method using Ficoll  (Eurobio, France). The 
isolated PBMCs were resuspended in RPMI 1640 medium (Gibco), and 2 × 106 cells were seeded in 
each  well  of  the  12‐well  microtiter  plates  (Nunc  Labware  products;  Sigma).  Following  overnight 
incubation, the cells were washed twice with PBS and RPMI 1640 medium supplemented with 10% 
NHS  and  granulocyte  macrophage–colony‐stimulating  factor  (10  ng/ml;  Sigma)  was  added  for 







Opsonized  conidia  (1  ×  106  conidia/well)  were  added  to  MDM  culture  in  RPMI  1640  medium 

























PBMCs  per  well)  for  2  h  in  a  CO2  incubator.  Then  we  added  100  μM  dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (stock solution of 1 mM prepared in DMSO) and incubated further for 1 h in a CO2 incubator. 
Following this, the fluorescence intensities were measured using Tecon Infinite® 200 PRO plate reader, 



















Total  RNA  from  human  MDMs  or  mouse  lungs  was  extracted  using  RNAiso  Plus  (TAKARA)  and 











X‐100,  0.02%  sodium  azide,  phenylmethylsulfonyl  fluoride  (1 mM)  (all  from  Sigma),  and  protease 

























































































































































































































































































































absorbance  directly  correlates  with  the  phagocytotic  uptake  suggesting  SP‐D  facilitates  conidial 
phagocytosis. A significant reduction in the absorbance confirmed that melanin inhibits opsonization 
















Figure  5. Opsonization  of  conidia  with  SP‐D  and  rhSP‐D  induces  proinflammatory  cytokines  in 

























Figure  6. Deficiency  of  SP‐D  results  in  alleviated  immune  response  to A.  fumigatus  conidia  and 
melanin ghost in mice. A, transcript fold change was determined by comparison with that in WT mice 
challenged with dormant conidia (WT‐Afu). SP‐D−/−  (KO) mice challenged intranasally with dormant 
conidia showed reduced  levels of transcripts of proinflammatory cytokines (TNF‐α,  IL‐6,  IL‐8,  IL‐1α, 
and  IL‐1β)  in  the  lung  homogenates  compared with WT mice. B, WT  and  SP‐D−/− mice  challenged 
intranasally with melanin  ghost  extracted  from A.  fumigatus  dormant  conidia.  The  transcript  fold 
change was determined by comparison with that in WT mice challenged with dormant conidia (WT‐
Afu)  in  A.  Levels  of  cytokine  transcripts  in  WT  and  SP‐D−/−  mice  in  response  to  melanin  ghost 
inoculation  were  not  significantly  different.  However,  this  response  increased  manifold  upon 









Mel)  ghost  has  higher  levels  than KO‐A.  fumigatus. Nevertheless,  both  conidia  and melanin  ghost 
failed to stimulate cytokine secretion from SP‐D−/− mice.  
 
